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"BIOSSENSOR PARA FENOL
BASEADO NO BLOQUEIO DA TRANSFERÊNCIA DE ELÉTRONS DIRETA DA
PEROXIDASE IMOBILIZADA SOBRE SÍLICA-TITÂNIO"
Refere-se o presente relatório ao desenvolvimento de um biossensor para
5 fenol como um método de determinação rápido, sensível, seletivo e barato. A
determinação de fenol e seus compostos derivados é de importância ambiental
uma vez que essas espécies são tóxicas e envolvidas em muitos processos
industriais, sendo assim estão presente em águas residuais de várias indústrias
tais como papel, plásticos, tintas, refinaria de óleo, polímero, e farmacêutica
io
	
	 (Ortega, F.; Domínguez, E.; Burestedt, E.; Emnéus, J.; Gorton, L.; Marko-Varga,
G.; J. Chromathogr.; 675 (1994) 65).
As análises tanto de fenol como de espécies fenólicas tem sido realizadas,
principalmente, por meio de métodos espectrofotométricos e cromatográficos
(cromatografia gasosa com ionização de chama ou acoplada com espectrometria
15 de massa ou ainda utilizando-se cromatografia líquida de alta eficiência).
Entretanto, essas técnicas não permitem, facilmente, um monitoramento contínuo
Ígon site", pois são caras, lentas, necessitam de operadores bem treinados, e em
alguns casos, requerem etapas de extração ou pré-concentração, que aumentam
o risco de perdas de amostra (Svitel, J.; Miertus, S.; Environ. Sci. Technol.; 32
20 (1998) 828).
A necessidade de métodos analíticos mais versáteis para o monitoramento
ambiental tem estimulado o desenvolvimento de uma grande variedade de
métodos analíticos. Os biossensores revelam grandes perspectivas quanto a sua
utilização no monitoramento "on line" de efluentes (e outras matrizes de interesse
25 ambiental), possibilitando uma rápida adaptação nos processos de tratamento. A
incorporação de moléculas com atividade biológica em metodologias analíticas
tem aumentado sensivelmente nos últimos anos, obtendo sucesso nos mais
variados procedimentos analíticos, principalmente nos que visam a área de
controle ambiental (Marko-Varga, G.; Emnéus, J.; Gorton, L.; Ruzgas, T.; Trends
30 Anal. Chem.; 14 (1995) 319).
Biossensores representam uma ferramenta promissora para suplementar
às técnicas existentes, devido as suas características únicas, tais como:
seletividade; relativo baixo custo de construção e estocagem; potencial para
miniaturização; facilidade de automação e construção de equipamentos simples e
portáteis para uma rápida análise de monitoramento no campo "on sita".
5 Entretanto é necessário enfatizar que estas ferramentas não podem e não devem
ser vistas como uma substituição das técnicas analíticas clássicas, mas sim como
um complemento a estas.
Muitos dos trabalhos encontrados na literatura sobre biossensores para
fenóis se referem a biossensores amperométricos porque estes apresentam
to vantagens tais como: alta sensibilidade ou seletividade. As enzimas tirosinase
(Ortega, F.; Domínguez, E.; Burestedt, E.; Emnéus, J.; Gorton, L; Marko-Varga,
G.; J. Chromathogr.; 675 (1994) 65; Ortega, F.; Domínguez, E.; Jõnsson-
Pettersson, G.; Gorton, L.; J. Biotechnol.; 31 (1993) 289), lacase (Yaropolov,
Kharybin, AN.; Emnéus, J.; Marko-Varga, G.; Gorton, L.; Anal. Chim. Acta.; 308
15 (1995) 137) e peroxidase (Ruzgas, T.; Emnéus, J.; Gorton, L.; Marko-Varga, G.;
Anal. Chim. Acta; 311 (1995) 245; Ruzgas, T.; Gorton, L.; Emnéus, J.; Marko-
Varga, G.; J. E/ectroanal. Chem.; 391 (1995) 41) são as mais utilizadas para a
construção destes biossensores. Apesar de estas enzimas possuírem diferentes
mecanismos de ação, suas atuações em biossensores amperométricos para a
20 detecção de compostos fenólicos tem sido baseada na redução dos produtos
gerados pelas reações enzimáticas. Tem-se verificado que os biossensores a
base de peroxidase são mais sensíveis para um grande número de compostos
fenólicos, uma vez que fenóis podem atuar como doadores de elétrons para a
peroxidase (Marko-Varga, G.; Emnéus, J.; Gorton, L.; Ruzgas, T.; Trends Anal.
25	 Chem.; 14 (1995) 319).
Peroxidases foram assim denominadas devido ao peróxido de hidrogênio
ser o seu principal substrato. As propriedades catalíticas, estrutura e
eletroquímica de peroxidases foram revisadas por Ruzgas et al. (Ruzgas, T.;
Csõregi, E.; Emnéus, J.; Gorton, L; Marko-Varga, G.; Anal. Chim. Acta; 330
30 (1996) 123). Os eletrodos amperométricos modificados com peroxidase tem sido
amplamente explorados e desenvolvidos para determinação de peróxidos,
combinado com enzimas oxidases que fornece peróxido de hidrogênio como um
produto da reação e, podem ser usados também, sob condições apropriadas,
para monitorar outros analitos importantes tais como fenóis e aminas aromáticas
(Ruzgas, T.; Csõregi, E.; Emnéus, J.; Gorton, L; Marko-Varga, G.; Anal. Chim.
5 Acta; 330 (1996) 123).
O mecanismo enzimático envolvido em biossensores amperométricos a
base de peroxidase para a detecção de fenol consiste na oxidação das moléculas
de enzima por peróxido de hidrogênio seguida de sua redução pelo composto
fenólico. Esta última reação converte fenóis a quinonas e/ou radicais livres que
10 são eletroativos e podem ser reduzidos na superfície do eletrodo, de forma que a
corrente de redução é proporcional à concentração de fenol na solução (Ruzgas,
T.; Emnéus, J.; Gorton, L; Marko-Varga, G.; Anal. Chim. Acta; 311 (1995) 245).
Peroxidases também são capazes de fazer transferência de elétrons direta entre
as moléculas de enzima e o eletrodo (Gorton, L.; Jónsson-Pettersson, G.;
15 Csóregi, E.; Johansson, K.; Domínguez, E.; Marko-Varga, G.; Analyst, 117 (1992)
1235), entretanto fenóis geralmente melhoram a cinética de transferência de
elétrons atuando como um mediador no sistema. Baseado neste princípio, tem
sido desenvolvidos biossensores a base de peroxidase para detecção de
compostos fenólicos (Ruzgas, T.; Emnéus, J.; Gorton, L; Marko-Varga, G.; Anal.
20 Chim. Acta; 331 (1995) 245; Ruzgas, T.; Gorton, L; Emnéus, J.; Marko-Varga, G.;
J. Electroanal. Chem.; 391 (1995) 41), porém a sensibilidade destes é limitada
pela corrente devido à transferência de elétrons direta da peroxidase (Lindgren,
A.; Emnéus, J.; Ruzgas, T.; Gorton, L.; Marko-Varga, G.; Anal. Chim. Acta; 347
(1997) 51). Dessa forma, o uso de um processo de imobilização de peroxidase
25 que bloqueie a transferência de elétrons direta entre peroxidases e transdutores
pode ser muito interessante para aumentar a sensibilidade do biossensor para
fenol.
Nesta invenção descreve-se sobre a imobilização de peroxidase sobre
sílica gel modificada com óxido de titânio e seu uso no desenvolvimento de um
30 biossensor amperométrico para fenol, a base de pasta de carbono. As
características da sílica gel tais como alta área superficial, porosidade controlada,
e resistência mecânica são muito importante para conseguir alta sensibilidade. A
superfície da sílica gel foi modificada com óxido de titânio segundo o
procedimento descrito por Kubota et al. (Kubota, L.T.; Gushikem, Y; Castro, S.C.;
Moreira, J.C.; Colloids Suf.; 57 (1991) 11). A enzima peroxidase de raízes forte
5 foi imobilizada sobre a superfície da sílica gel modificada por adsorsão e ligação
cruzada usando glutaraldeído 5% (v/v). A imobilização deve ocorrer através do
grupo carboxílico da enzima e o óxido de titânio enxertado sobre a superfície da
sílica, de uma maneira similar à descrita por Kennedy e Cabral (Kennedy, J.F.;
Cabral, J.M.S.; Trasition Met. Chem.; 11 (1996) 11). O material seco, com a
/O enzima imobilizada, foi misturado com grafite em pó adicionando-se óleo mineral
até obtenção de uma pasta homogênea. Esta pasta foi colocada numa cavidade,
na extremidade de um tubo de vidro contendo um fio de Ni-Cr soldado a um disco
de Pt que fornece o contato elétrico e espessura de 1 mm para a cavidade, e
pressionada para obter uma superfície lisa.
15 As medidas eletroquímicas foram realizadas em uma cela típica de três
eletrodos usando o eletrodo de pasta de carbono modificado com ST-HRP como
trabalho, um fio de platina como auxiliar e eletrodo de calomelano saturado, ECS,
como referência. Experimentos de voltametria de varredura linear, a 10 mV
foram registrados para o biossensor (1) em solução tampão fosfato 0,1 mol	 pH
20 6,8, (2) na presença de 35 Rmol I» de peróxido de hidrogênio, (3) 35 p.mol L -1 de
peróxido de hidrogênio e 100 gmol 1.-1 de fenol. Em relação à corrente registrada
apenas em tampão, observou-se um pequeno aumento na corrente de redução
na presença apenas de peróxido, o que significa que a transferência de elétrons
direta entre a peroxidase e o eletrodo ficou bloqueada, provavelmente devido ao
25 caráter isolante da matriz onde a enzima foi imobilizada. Este comportamento é
muito interessante para aumentar a sensibilidade do biossensor para fenol, que
pode ser verificado quando o biossensor foi colocado na presença de ambos,
peróxido e fenol.
A concentração de peróxido é muito importante neste caso para conseguir
30 uma boa sensibilidade e impedir a formação de enzima inativa devido à uma alta
concentração de peróxido (Adeiran, S.A.; Lambeir, A.-M.; Eur. J. Biochem.; 186
(1989) 571). A influência da concentração de peróxido de hidrogênio sobre a
resposta do biossensor para fenol foi investigada por cronoamperometria, com
um potencial aplicado de O V vs ECS, em tampão fosfato, pH 6,8, contendo uma
quantidade fixa de fenol. Após adições sucessivas de solução de peróxido de
5 hidrogênio encontrou-se que uma razão mínima entre peróxido de hidrogênio e
fenol de 0,35 é necessária para conseguir bons resultados.
Verificou-se que a resposta do biossensor não é afetada pelo pH da
solução tampão fosfato no intervalo de pH 6-7, que é muito similar ao observado
para a enzima solúvel (Maehly, A.C., in: Colowick, S.P., Kaplan, N.O. (Eds.),
lo Plant peroxidase in Methods in Enzymology, vol. II, Academic Press, New York,
1955, p.807).
A reposta do biossensor para fenol foi investigada em diferentes sistema
tampão e a melhor resposta foi obtida em tampão fosfato, seguidas por tampão
tris e pipes. Uma melhor resposta em tampão fosfato pode ser devido à uma
15 interação entre fosfato e íons ferro do grupo heme da enzima e/ou a facilidade
dos íons fosfato difundir através do eletrodo de pasta de carbono.
O potencial aplicado tem um grande efeito sobre a resposta do biossensor,
sendo que esta aumenta à medida que o potencial é mais negativo. Entretanto
fixou-se o potencial em O mV porque observou-se uma pequena variação na
20 resposta entre 50 e - 50 mV, e em potenciais mais negativos, as moléculas de
enzima podem ser inativadas pela formação de um composto intermediário da
peroxidase, diferente daqueles envolvidos no ciclo catalítico normal da
peroxidase, (Csõregi, E.; Jõnsson-Pettersson, G.; Gorton, L.; J. 8iotechnol.; 30
(1993) 315), diminuindo a atividade em função do tempo.
25	 A curva analítica obtida para fenol, usando o biossensor desenvolvido,
aplicando-se um potencial de O mV vs ECS em tampão fosfato 0,1 mol pH 6,8,
mostrou um intervalo de resposta linear entre 10 e 50 gmol L -1 de fenol, ajustado
pela equação j = -32,8(±0,5) + 16,3 (±0,2) [fenol], com um coeficiente de
correlação de 0,9995 para n=5, onde a densidade de corrente j é dada em nA cm"
2
30	 e concentração de gmol L -1 , quando a concentração de peróxido foi fixada em
20 gmol	 O intervalo de resposta linear e sensibilidade obtidos com o eletrodo
desenvolvido foi melhor comparando-se com os resultados conseguidos com um
biossensor a base de peroxidase descrito na literatura (Ruzgas, T.; Emnéus, J.;
Gorton, L.; Marko-Varga, G.; Anal. Chim. Acta, 311 (1995) 245).
O tempo de resposta para este biossensor foi bastante curto, alcançando
5 95% da sua resposta máxima em cerca de 3 s. Este tempo de resposta, muito
curto considerando que o eletrodo é a base de pasta de carbono, foi observado
provavelmente devido à forma e o procedimento usado para construir o eletrodo,
de forma tão bem empacotado, o que torna difícil a difusão da solução através da
pasta, contribuindo para um curto tempo de resposta.
to Na literatura é descrito que as peroxidases exibem relativamente baixa
especificidade para doadores de elétrons e assim vários compostos fenólicos
podem ser determinados (Lindgren, A.; Emnéus, J.; Ruzgas, T.; Gorton, L.;
Marko-Varga, G.; Anal. Chim. Acta, 347 (1997) 51). A Figura 2 mostra a resposta
relativa para 10 p.mol L-1 de diferentes compostos fenólicos obtida com o
15 biossensor desenvolvido aplicando-se um potencial de O mV vs ECS.
As limitações que podem ser encontradas para o uso de biossensores
para determinação de fenóis são a sensibilidade e estabilidade operacional.
Entretanto muitos esforços na literatura buscam melhorar os mecanismos de
transdução e combinar tais progressos com a escolha das seqüências de
20 transdução biológica, materiais, e ciência eletroquímica. Contudo, a configuração
final depende da matriz analítica. Várias formas de modificações dos
biossensores tem sido demonstradas, que podem ser desde a etapa de
construção do biossensor, como materiais de eletrodos, diferentes técnicas de
imobilização do componente biológico, adição de mediadores, estabilizadores,
25 até a análise em si. Dessa forma, a literatura recente dispõe de muitas
publicações considerando biossensores amperométricos que atingiram os limites
de detecção necessários para análise de fenol em amostras reais. Porém, nestes
casos, um parâmetro também importante é a eliminação de interferentes. O
emprego de arranjos de eletrodos modificados com diferentes enzimas, seletivas
30 para determinados compostos fenólicos, aparece como uma grande perspectiva
para a determinação simultânea de uma ampla gama de substâncias fenólicas
tóxicas em amostras de interesse ambiental.
No caso dos biossensores a base de peroxidase para a detecção de fenol,
a sensibilidade é limitada pela corrente produzida por transferência de elétrons
direta entre a enzima e o eletrodo na presença apenas de peróxido. Sendo
s assim, esta invenção representa um grande progresso na área de pesquisa de
biossensores para fenol a base de peroxidase, demonstrando o bloqueio da
transferência de elétrons direta da peroxidase e como uma conseqüência deste o
biossensor desenvolvido mostra uma alta sensibilidade para fenol.
A estabilidade do biossensor proposto nesta invenção foi menor
to comparada à obtida com a peroxidase imobilizada diretamente sobre grafite,
provavelmente devido ao ambiente no qual a enzima foi imobilizada. Entretanto, a
sua configuração possibilita modificações adicionais como por exemplo adição de
estabilizadores ou aditivos em geral. Nesse sentido, verificou-se que a adição de
albumina de soro bovino e principalmente DNA melhoraram o tempo de vida do
15 biossensor, e que a incorporação de DNA, além de aumentar a estabilidade do
biossensor, melhora também a sua sensibilidade para fenol. Os progressos
conseguidos em relação à estabilidade dos biossensores para fenóis através da
incorporação de aditivos, principalmente o DNA, são bastante promissores para
aplicação destas configurações em situações que requeiram monitoramento
20 contínuo.
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REIVINDICAÇÕES
1. "BIOSSENSOR PARA FENOL BASEADO
NO BLOQUEIO DA TRANSFERÊNCIA DE ELÉTRONS DIRETA DA
PEROXIDASE IMOBILIZADA SOBRE SÍLICA-TITÂNIO", caracterizado pelo
5 desenvolvimento, descrição, construção e otimização de um biossensor estável
para fenol a base de peroxidase, demonstrando-se o bloqueio da transferência
de elétrons direta entre a enzima e o eletrodo, proporcionando alta sensibilidade
para fenol e capaz de determinar vários compostos fenólicos com sensibilidades
diferenciadas.
RESUMO
"BIOSSENSOR PARA FENOL BASEADO
NO BLOQUEIO DA TRANSFERÊNCIA DE ELÉTRONS DIRETA DA
PEROXIDASE IMOBILIZADA SOBRE SÍLICA-TITÂNIO"
5 A presente invenção refere-se à imobilização de peroxidase sobre sílica
gel modificada com óxido de titânio e seu uso no desenvolvimento de um
biossensor amperométrico para fenol, a base de pasta de carbono. A
transferência de elétrons direta da redução de peróxido de hidrogênio pela
peroxidase foi bloqueada quando imobilizada sobre sílica-titânio, obtendo-se um
io biossensor com melhores características em temos de sensibilidade, seletividade
e intervalo operacional para a detecção de fenol. Este biossensor apresentou
uma resposta bastante sensível para fenol em um potencial aplicado de O V vs
ECS. As melhores condições foram conseguidas em tampão fosfato pH 6,8, razão
entre concentração de peróxido de hidrogênio/fenol maior que 0,35. Nessas
15 condições, o biossensor mostrou um intervalo de resposta linear entre 10 e 50
limo! L-1 de fenol ajustado pela equação j = -32,8 + 16,3 [fenol], para n = 5 com
um coeficiente de correlação de 0,9995. O tempo de resposta do biossensor foi
cerca de 3 s. Descreve-se também a possibilidade de determinação seletiva de
compostos fenólicos baseado nas diferenças de sensibilidades registradas com
20 este biossensor. Quando foi adicionado DNA juntamente com a enzima
peroxidase na etapa de imobilização sobre a sílica-titânio, tanto a estabilidade da
pasta de carbono modificada com este material, estocada em geladeira, como a
estabilidade operacional do biossensor aumentaram consideravelmente.
